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Inventia se referd la tehnologiile farmaceutice, hidroxi-3-(4-[2-(piperidin-1-il)etoxi]fenoxi)-2-(4-
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de  6-hidroxi-3-(4-[2-(piperidin-1-il)etoxi]fenoxi)- Compusul declarat se poate utiliza pentru
2-(4-metoxifenil)benzo[bltiofen, la un procedeu de inhibarea stirilor patologice asociate cu deficientd
obtinere si la o compozitie care o contine. de estrogen, cum ar fi fibroza uterind, endomet-

Hidratul cristalin de hidrocloruri de 6-hidroxi- rioza, proliferarea celulelor musculare netede
3-(4-[2-(piperidin-1-il )etoxi]fenoxi)-2-(4-metoxife- aortale, restenoza, cancerul estrogen-dependent
nil)benzo[b]tiofen (arzofen), F-1, reprezintdi un 10 (inclusiv cancerul mamar §i cancerul uterin),
compus cu un grad Inalt de cristalizare. Compozitia cancerul de prostatd, hiperplazia benignd a pros-
farmaceuticd pe baza lui contine unul sau mai multi tatei, osteoporoza, afectiuni cardiovasculare, hiper-
purtitori, diluanti sau excipienti si, optional, lipidemia, tulburdri ale SNC si boala Alzheimer,
estrogen, progestind, un inhibitor al aromatazei, un prevenirea cancerului mamar §i activarea colin-
analog al hormonului, care elibereazd hormonul 15 acetiltransferazei.
luteinizat (LHRH) si  un inhibitor al acetil- Revendicari: 16
colinesterazei. Procedeul de obtinere a compusului Figuri: 5

mentionat prevede cristalizarea hidroclorurii de 6-
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Descriere:

Prezenta inventie se referd la tehnologiile farmaceutice, in special la o forma cristalind noud de hidrat de
hidroclorurd de 6-hidroxi-3-(4-[2-(piperidin-1-il)etoxi[fenoxi)-2-(4-metoxifenil)benzo[b]tiofen, la un procedeu de
obtinere a lui si la compozitiile care 1l contin.

Se cunoaste hidroclorura de 6-hidroxi-3-(4-[2-(piperidin-1-il)etoxi]fenoxi)-2-(4-metoxifenil)benzo[b]tiofen
(arzoxifen) in forma cea mai generald [1], examinatd detaliat ulterior [2, 3]. Arzoxifenul reprezintd un
antagonist/agonist mixt nesteroid al estrogenului, utilizat, printre altele, pentru reducerea colesterolului in singe,
inhibarea hiperlipidemiei, osteoporozei, formelor de cancer estrogen-dependent, inclusiv a cancerului mamar si
uterin, endometriozei, tulburdrilor SNC, incluzind boala Alzheimer, proliferdrii celulelor musculare netede aortale
si restenozei.

Mai precis, arzoxifenul este util si in prezent se aplicd in clinici in tratamentul cancerului mamar generalizat
receptor-pozitiv, in tratamentul suplimentar al pacientilor receptor-pozitivi dupd un tratament respectiv sistemic si
local; pentru reducerea generalizérii cancerului mamar invaziv si neinvaziv si carcinomului ductal in situ (DCIS).
Arzoxifenul de asemenea se utilizeazi in asociere cu radioterapia, inhibitorii aromatazei, analogii LHRH
(hormonului care elibereazd hormonul luteinizant) si inhibitorii acetilcolinesterazei (AChE).

Investigatiile cu utilizarea metodelor difractiei pulverulente cu raze roentgen (XRD), analizei termo-
gravimetrice (TGA), metodei cu rezonantd nucleara magneticd cu protoni (*H RNM) si metodei lui Karl Fischer
(KF) a masei generale de arzoxifen, izolate printr-o metodad cunoscuta [2], releva cd materialul mentionat este un
hidratat, care se cristalizeazi slab si contine in reteaua sa cristalina diferite cantitdti de component organic volatil
(acetat de etil).

De obicei, substantele care se cristalizeazd slab sunt mai putin dezirabile pentru prepararea medicamentelor,
comparativ cu substantele care au un grad inalt de cristalizare. In plus, in general, este indezirabili prepararea
formuldrilor farmaceutice cu continut inalt de solvent organic (de exemplu, acetat de etil) din cauza toxicitatii
posibile a solventului pentru recipient si modificarii eficientei remediului sub influenta acestuia. Arzoxifenul,
obtinut printr-o metoda cunoscutd [2], poate fi utilizat ca preparat farmaceutic.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie este obtinerea unei forme noi cristaline de arzoxifen, care nu ar
contine solvent organic in reteaua cristalind si care ar putea i reprodusa si obtinuta eficient la scard comerciala.

Prezenta inventie se referd la o forma noud nestoichiometrica de hidrat cristalin de hidroclorurd de 6-hidroxi-3-
(4-[2-(piperidin-1-il)etoxi]fenoxi)-2-(4-metoxifenil )benzo[b]tiofen (F-I) cu urmitoarele varfuri pe difractograma
radiologicd: 7,9+0,2; 10,7+0,2; 14,940,2; 15,940,2; 18,3+0,2 si 20,6:£0,2° 1a 20, obtinute dintr-o sursa de iradiere de
cupru.

in plus, prezenta inventie se referd la o compozitie farmaceutici cu continut de F-I; unul sau mai multi purtitori
farmaceutici, diluanti sau excipienti si optional estrogen, optional progestind, optional un inhibitor al aromatazei,
optional un analog al LHRH si optional un inhibitor al acetilcolinesterazei (AChE).

Estrogenul din compozitia mentionati reprezinti Premarin®. Compozitia, conform prezentei inventii, mai
contine progestind, care se selecteazi din grupa ce include noretilnodrel si noretindron.

Inhibitorul AChE din compozitia mentionati se selecteazd din grupa constituitd din salicilat de fizostigmina,
hidroclorura de tacrin si hidroclorurd de donepezil.

fntr-un alt aspect, prezenta inventie contine aditional la unul sau mai multi purtitori, diluanti sau excipienti
farmaceutici, estrogen si progestind.

Prezenta inventie se referd de asemenea la un procedeu de obtinere a compusului mentionat, care include
cristalizarea hidroclorurii de 6-hidroxi-3-(4-[2-(piperidin-1-il)etoxi] fenoxi)-2-(4-metoxifenil)benzo[b]tiofen din
tetrahidrofuran.

In plus, prezenta inventie asigur3 utilizarea lui F-I pentru inhibarea stirilor patologice, cum sunt fibroza uterini,
endometrioza, proliferarea celulelor musculare netede aortale, restenoza, cancerul mamar, cancerul uterin, cancerul
de prostatd, hiperplazia benignd a prostatei, osteoporoza, afectiunile cardio-vasculare, hiperlipidemia, tulburdrile
SNC si boala Alzheimer, precum si utilizarea F-III in producerea medicamentelor pentru inhibarea unor astfel de
afectiuni.

Prezenta inventie se referd de asemenea la metode de utilizare a F-I pentru activarea colin-acetiltransferazei
(ChAT).

Intr-un alt aspect al prezentei inventii, actiunea de inhibare este profilaxia.

Inventia se explica prin desenele din fig. 1-5, care reprezinti:

- fig. 1, imaginea tipicd a colorimetriei diferentiale cu scanare (DSC)/TGA pentru S-II;

- fig. 2, imaginea tipicd (DSC)/TGA pentru F-I;

- fig. 3, imaginea tipicd (DSC)/TGA pentru F-III;

- fig. 4, izotermele sorbtiei umiditatii pentru F-I si F-I1T;

- fig. 5, desolvatarea lui S-II ca functie temporald §i a temperaturii de uscare.

Masa de arzoxifen, obtinutd prin metoda cunoscutd [2] (exemplul 41, cristalizarea din amestec de etanol si
acetat de etil, filtrarea si uscarea checului de filtrat in vid pand la o greutate constantd la temperatura camerei), a
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fost caracterizati prin metoda XRD, determinandu-se ci este o substanti care se cristalizeazi slab. Prin metoda 'H
RNM s-a confirmat cd masa de material contine 6% de acetil acetat.

Procedeul de cristalizare cunoscut [2], a fost ulterior modificat, astfel ca etanolul se adaugd intr-o suspensie de
arzoxifen brut in acetat de etil fietband. Dupa racire si filtrare in vid, substanta solidd, obtinuta prin aceastd metoda
modificatd, reprezintd un solvat cu un grad inalt de cristalizare de arzoxifen in amestec acetat de etil/apd (numit in
continuare S-II), care ulterior s-a identificat ca fiind material de start pentru F-L

F-I se poate obtine prin eliminarea acetatului de etil din reteaua cristalind prin uscarea /recoacerea in vid a S-II
la temperaturi inalte. Timpul si temperatura, necesare pentru recoacera lui S-II, pentru a obtine F-I, variaza de la lot
la lot, insd de obicei constituie circa 5 zile la o temperaturd de circa 100°C. Temperaturile inalte sunt necesare
pentru conversia S-II in F-I, deoarece la suspensionarea lui S-II in apd la temperatura ambianta sau depozitarea
esantionului la 98% UR pentru 3 siptimani nu se produce conversia in F-I. In plus, uscarea lui S-II in cuptorul de
convectie la temperaturi inalte nu desolvateazd nici un material, ceea ce sugereazd ci vidul este necesar de
asemenea pentru a scoate acetatul de etil din reteaua lui S-IL Mai potrivitd este obtinerea rapidd a F-I prin
cristalizarea arzoxifenului (sau a oricarei modificdri polimorfe a lui/solvat) din tetrahidrofuran si izolarea lui la
temperatura ambiantd. Aceastd cristalizare, de preferinti, se realizeaza cu dizolvarea initiald a arzoxifenului in
tetrahidrofuran umed (1-10% apa dupd volum, mai potrivit fiind 2,5-7,5% si cel mai potrivit — de la 4,5 1a 5,5%) cu
eliminarea ulterioard a apei mentionate prin distilare la presiunea atmosfericd. Exemplul de astfel de cristalizare
este descris detaliat in continuare in exemplul 2. In cazul in care F-I se obtine prin acest procedeu de cristalizare
ameliorat, nivelul relativ total de substante (TRS) <0,5%.

Materialul initial de arzoxifen, potrivit pentru cristalizarea sus-mentionatd, include, nefiind exhaustiv, S-II, F-I,
arzoxifenul obtinut prin procedeul cunoscut [2] si oricare amestec al acestuia. Nu este important ce forma initiald de
arzoxifen se utilizeazi, deoarece cristalizarea din AIP si apd, conform procedeului descris in document, rezultd cu
cristale de F-I. Pentru sinteza lui F-I la scard comerciald poate fi avantajoasa aditia unui agent de cristalizare.

F-IIL, un alt hidrat nestoichiometric al arzoxifenului, se obtine usor §i se separd prin cristalizarea arzoxifenului
(sau oricdrei modificari polimorfe a acestuia/solvat) din amestec de alcool izopropilic (AIP) si apa la temperatura
ambiantd. Rapoartele dintre apa si AIP (volum : volum) de obicei constituie intre 1:1 si 9:1. Mai potrivit este
raportul de 2,5 si 5,6:1, cel mai potrivit fiind de 3 si 5,6:1. Raportul AIP nu este esential pentru realizarea
cristalizarii Iui F-III, insd influenteazd asupra randamentului. Pentru sinteza F-III la scard comerciald poate fi
avantajoasa folosirea unui agent de cristalizare a F-III. Materialul initial potrivit de arzoxifen pentru cristalizarea
mentionatd include S-II, F-I, arzoxifen, obtinuti prin procedee cunoscute [2], sau oricare amestecuri ale acestora,
insd acestea nefiind exhaustive.

Caracteristica si diferentierea S-II; F-I si F-I1I

Pentru caracteristica S-II, F-I si F-III se folosesc procedeele DSC/TGA si XRD. TGA deseori se utilizeaza
pentru detectarea diferentelor intre diferite forme de substantd solidd, deoarece temperatura (temperaturile) la care
se produc modificdrile fizice in substanta, de obicei, reprezinti caracteristica polimorfului sau solutiei. DSC este un
procedeu care se utilizeaza frecvent in screeningul compusilor pentru formarea modificdrii polimorfe si solvatului.
XRD este o tehnica care detecteaza ordinea indepartata in substanta cristalina.

Arzoxifenul, obtinut prin procedeul cunoscut [2], are o radiogramd cu un raport mic al semnalului cétre fon si
linia de baza ascendentd, ceea ce indicd o substantd ce se cristalizeazi slab. De aceea se compard F-I si F-II cu
substanta (S-I), obtinutd prin procedeul modificat, examinat anterior, de cristalizare a arzoxifenului (aditia
etanolului in suspensie de arzoxifen in acetat de etil fierband).

Imaginile reprezentative ale DSC/TGA pentru S-II, F-I si F-III sunt prezentate in fig. 1, 2 si 3, respectiv.
Imaginea DSC pentru S-II atestd o reactie endotermd intensd, initiatd la circa 62°C, care corespunde pierderii
acetatului de etil si apei din retea. Endotermia, initiata la circa 152°C, reprezintd o topiturd. Pierderea in TGA a
masei de circa 2,5% se produce concomitent cu prima transformare, in timp ce 0,5% de pierdere a masei restante se
produce nemijlocit pand la inceputul topirii, ceea ce sugereaza cd o oarecare cantitate de molecule de solvent se
mentin in retea mai rigid.

Imaginea DSC pentru F-I atestd o reactie endotermi intensd, initiatd la circa 75°C, urmatd de a doua reactie
endotermd, initiatd la 155°C, corespunzitoare topiturii. Imaginea in TGA pentru F-I indica o pierdere permanentd
de 0,3% din masi cu o pierdere semnificativd ulterioard de 1,5%, ceea ce impreuna reprezintd dehidratarea retelei.
Debutul primei DSC transformiri si pierderea in TGA a masei respective deviazd nesemnificativ in urma
diferentelor de viteze de incdlzire. Pierderea initiald a masei reprezintd o hidratare cu retinerea redusa a apei, in
timp ce pierderea secundd a masei corespunde la circa 0,5 mol de apd, prezente in retea la o umiditate relativa
foarte joasd (sub 5% - vezi datele sorbtiei umiditatii).

Imaginea DSC pentru F-III reprezintd o curba a reactiei endoterme intense la o temperatura joasa - circa 30°C,
cu o reactie endotermd secundd completa relativ slabd, initiatd la 70°C, si transformarea finald, initiatd la circa
146°C, corespunzitoare topiturii. Pierderea semnificativa a masei de 1,5% (circa 0,5 mol) in TGA, care coincide cu
prima reactie endotermd, corespunde pierderii moleculelor de apd slab retinute, in timp ce pierderea suplimentard
de circa 1,6% de masd la o temperaturd ce depaseste 60°C reprezintd o pierdere a moleculelor retinute mai rigid,
adicd a moleculelor prezente la o umiditate relativd foarte joasd. Pierderea masei, observata la temperaturi ce
depasesc 170°C, corespunde descompunerii lui F-II1.
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Schemele XRD pentru F-I si F-III reprezinta varfurile ascutite si linia de baza plat, care indicd substantele cu
grad de cristalizare inalt. Pozitiile unghiulare ale varfurilor la 20 si datele /Iy respective pentru esantioanele de F-1,
F-II si S-II sunt prezentate in tabelul 1. Cu toate cd numeroase reflectdri ale intensititii, de obicei, se afld in
asemenea unghiuri ale difractiei, fiecare din forme prezintd o radiograma pulverulentd deosebitd, indicand deosebiri
distincte intre S-II, F-I i F-IIL

fn domeniul cristalografiei este bine cunoscut ci pentru orice modificare polimorfi intensititile relative ale
varfurilor de difractie se pot modifica in functie de orientarea potrivitd, determinatd de un asa factor, cum este
morfologia cristalelor. in cazul in care existi o influentd a orientirii potrivite, intensitatea varfurilor se modifici,
insd pozitiile caracteristice ale varfurilor modificarii polimorfe nu se modificd (The United States Pharmacopeia #
23, National Formulary # 18, pages 1843-1844, 1995). Astfel, in baza intensitatii varfurilor, precum si a pozitiei lor,
in cazul in care imaginile se obtin dintr-o sursd de iradiere de cupru, F-I poate fi identificat dupa prezenta varfurilor
la 7,9+0,2; 10,7+0,2; 14,9+0,2; 15,9+0,2; 18,3+0,2 si 20,6+0,2° 1a 26.

Tabelul 1

S-1I F-1 E-1II
200) | L% 200) VT, (%) 200) Ty (%)
4,67 1,3 4,92 2,6 4,63 20,8
5,03 6 7,69 34,6 7,82 100
6,83 5,8 791 100 9,29 16,9
7,17 16,1 9,89 2,5 10,16 22,7
7,73 100 10,22 2 10,35 5.4
9,03 1,3 10,74 7,4 13,77 10,7
9,31 1,7 14,86 9,1 13,97 15,2
9,66 2,4 15,45 2,3 15,06 6,9
10,27 1,6 15,92 15,9 15,71 22,3
10,47 2,2 16,67 1,7 15,87 7,4
10,91 6,3 16,98 3,1 16,35 34,5
13,63 2,1 18,28 17,8 16,77 12,3
14,09 4,6 18,56 7 17,28 10
15,10 4,1 20,58 13,1 17,62 47,9
15,52 10,5 20,85 8,8 18,09 43,9
16,45 9,1 21,64 3,9 20,43 42
16,67 7,6 22,19 4,8 20,80 33,6
17,21 4,9 22,65 2,9 21,31 42,7
17,53 2,4 23,28 3,4 21,71 13
18,33 28,2 23,97 11,8 21,85 14,5
18,69 11,1 24,31 6,3 22,13 12,8
19,37 3,5 25,52 3,9 22,26 16,3
20,29 8,6 26,20 3,4 23,51 13,2
20,64 17,2 26,47 3,1 23,69 15,9
21,02 12,7 28,84 6,4 23,91 25,6
21,68 5,1 30,13 3,5 24,31 38,7
22,01 8,3 31,12 2,9 25,22 8
22,29 8 25,67 8,9
23,17 7,8 27,05 18,9
23,39 9,1 27,89 13,3
24,30 13,6 28,24 8,6
25,76 3,4 28,71 21.3
28,10 1,8 29,89 8,9
28,73 10,9 30,24 18,7
29,42 3,2 30,88 5,8
30,00 3,7 31,44 7,6
30,89 2,1 33,06 4,5
31,34 2,4 34,36 6
31,70 1,1
32,81 1
3291 0,8
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6
33,48 2
26,05 4
26,63 55
27,01 3,1
27,49 2.8

Caracteristica ulterioara a F-I si F-III

S-a studiat higroscopicitatea lui F-I'si F-IIL In fig. 4 sunt prezentate izotermele sorbtiei umidititii pentru F-I si
F-III. Dupd expozitia initiald a esantioanelor la o umiditate relativd de pand la 5% UR se produce o crestere
imediatd a masei umede cu 1,5 si 1,7% pentru F-I si F-III, respectiv, echivalentd cu circa 0,5 mol de apd. Ambele
forme manifestd o sorbtie continud a umiditatii in intreaga zond a umidititii, ceea ce este rezultatul incorporarii
moleculelor de apd in retea.

Diferentele inregistrate in absorbtia umiditatii de cétre aceste doud forme, probabil, reflectd cantitatea de apa,
care poate fi incorporatd in doud retele (adicd valoarea spatiului accesibil al retelei, care poate incorpora moleculele
de apa). Absenta histerezisului in izotermele sorbtie-desorbtie pentru F-I si F-III indicd ca formele cristaline se
echilibreazi rapid la orice umiditate.

Profilurile sorbtiei umidititii pentru F-I si F-III atestd cd aceste forme, in esentd, reprezintd hidrati
nestoichiometrici. La umiditatea relativd a mediului ambiant (de circa 50% UR) F-I contine circa 1,7% de apa sau
0,5% mol de apa, respectiv, in timp ce F-III absoarbe circa 3,0% de apa, ceea ce corespunde la circa 0,85 mol de
apd. Masa principald de forme F-I §i F-III se echilibreazi rapid cu atmosfera, astfel cid continutul de api,
determinat prin metode analitice, este o reflectare a umiditatii relative in timpul colectirii datelor. Conform datelor
DSC, deosebirile detectate de la un lot la altul, probabil, sunt manifestate de esantioanele hidratate in grade diferite,
din cauza pastrarii lor in diferite conditii ale mediului ambiant.

Au fost obtinute radiogramele esantioanelor de F-I si F-III, care s-au pastrat la umiditate relativa diferita (0, 22,
50 si 80%). In cazul in care creste umiditatea relativi, se produce o deviere treptati a varfurilor initiale (0% UR)
pentru F-IIT la circa 13,8; 17,6; 18,0; 20,5 si 24,0° la 20, precum si o deviere nesemnificativi a varfurilor mai putin
intense. Aceste modificdri inregistrate in radiogramele pentru F-IIT atestd cd, in cazul in care creste umiditatea
relativa, se modificd dimensiunile celulei elementare, probabil, pentru a incorpora moleculele de apd care se retin
slab. Devierea permanentd a varfurilor in functie de umiditate coreleazi cu datele sorbtiei umiditatii, fapt despre
care atestd majorarea lentd a masei in limitele acestei zone a UR, demonstrand variabilitatea formarii hidratului.

Un experiment similar s-a realizat cu F-I, pentru a stabili influenta modificdrii umiditatii relative (0; 25; 52; 73
si 95% UR) asupra retelei lui. In cazul in care creste umiditatea relativi se inregistreazi doar o deviere
nesemnificativi a varfurilor UR de 0% cu circa 7,7; 18,3; 18,5; 20,5; 20,8° la 20. De asemenea s-a constatat ¢ la o
umiditate relativd mai inaltd, in special la UR de 73 si 95%, varfurile la circa 7,7; 20,8 si 24,1 devin ceva mai late si
mai putin diferentiate, indicAnd cd apa se dovedeste a fi absorbitd in componentele amorfe (sau plastifica substanta
solidd). Devierile vartfurilor pe radiogramele pentru F-I sunt mai putin dramatice, comparativ cu devierea varfurilor
in cazul expunerii F-III la umiditati relative diferite. Aceasta sugereazi ci reteaua F-I nu se supune expansiunii
si/sau contractiei, ca reteaua F-IIL

S-a constatat ¢d in pofida abilitatii F-III de a absorbi de doud ori mai multa apa, F-I si F-III sunt stabile in
limitele intregii zone de umiditate relativd. S-a stabilit ca ambele forme au dimensiuni ale cristalelor, morfologie,
solubilitate in apa si viteze de dizolvare comparabile.

Pentru a urmdri desolvatarea pentru S-II, ca functie temporala si a temperaturii de uscare, s-a realizat un studiu
cu uscare (fig. 5). In cadrul experimentului cu desolvatare s-au obtinut radiogramele pentru diferite puncte
temporale. Majoritatea varfurilor difractiei, obtinute in studiul desolvatirii S-II, s-au dovedit a fi cu unghiuri
similare celor pentru F-I, confirmand, cd retelele S-II si F-I sunt foarte asemandtoare. Disparitia varfurilor difractiei
la circa 6,8; 7,2 si 14,0° la 26 numai dupd o uscare minima sugereazi ci aceste reflectdri se pot referi la sectiunile
cristalografice care contin densitatea partiald a electronilor moleculelor de acetat de etil.

Réscoacerea indelungatd in vid a substantei solvatate la temperaturi inalte rezultd cu F-I. F-I, obtinut in asa
mod, manifestd pe radiograme un grad inalt de cristalizare. De aceea substanta, obtinuta prin cristalizare din solutie
de etanol si acetat de etil cu uscare ultericard in vid timp de cateva ore, conform unui procedeu cunoscut [2],
manifestd o cristalizare foarte redusd, deoarece intr-un astfel de procedeu se obtine S-II partial desolvatat.

F-I si F-III au unele avantaje, comparativ cu forma de arzoxifen examinatd anterior din stadiul anterior.
Comparativ cu arzoxifenul, obtinut prin procedeele cunoscute [2], F-I i F-III sunt mai stabile la temperatura
mediului ambiant §i de aceea sunt mai usor manevrate in cadrul tratirii farmaceutice, adicd la crearea unor
compozitii dozate. In plus, F-I si F-III sunt mult mai cristaline, comparativ cu forma cunoscuti [2]. Substantele
cristaline, de obicei, sunt mai putin higroscopice si mai stabile (adicd sunt abile pentru o descompunere chimica, isi
mentin consistenta), comparativ cu substantele amorfe si de aceea sunt mai dezirabile pentru formularea
compozitiilor. In plus, spre deosebire de forma arzoxifenului, obtinut prin procedeele cunoscute [2], care contine in
reteaua sa acetat de etil si apa, F-I si F-III contin numai apa.
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Metode de investigatie

Masurdrile DSC s-au efectuat cu dispozitivele 2920 TA, modulate de DSC, atasate la analizatorul termic 3100
si asigurate cu un sistem de ricire. Esantioanele (3...5 mg) se incélzeau in rezervoare de aluminiu contorte de la 10
la 240°C, viteza de incélzire fiind de 2°C/min.

Analizele TGA s-au realizat cu dispozitivul TA 2050, cu un analizator termogravimetric, atasat la analizatorul
termic 3100. Esantioanele (5-10 mg) se incilzeau in rezervoare deschise de la 25 1a 250°C , viteza de incélzire fiind
de 5°C/min.

Radiogramele s-au obtinut cu difractometrul pulverulent radiologic Siemens D5000, asigurat cu sursa CuK0O
(A=1,54056 A) si detectorul Kervex al stirii solide, care functioneazi la 50 kV si 40 mA. Fiecare esantion se scana
intre 4 si 35° in 20. Esantioanele se lisau pentru echilibrare cel putin pentru 30 minute la temperatura si/sau
umiditatea relativd necesard pand la colectarea datelor.

Pentru F-I si F-III masurarile higroscopicitatii s-au realizat prin metoda VTT in modul urmator. Fiecare esantion
s-a uscat in vid la 60°C pand nu s-a mai inregistrat pierderea ulterioard a masei, timp in care in camera de
experiente s-a instalat umiditatea relativd de 0%. Izotermele sorbtiei umidititii s-au inregistrat la 25°C utilizdnd
balanta cu parghie cu vid VTI cu scard gradatd in procente de umiditate, in urmatoarele conditii: marimea
esantionului 10-15 mg; diapazonul adsorbtiei/desorbtiei 0-95% umiditatea relativa; pasul intervalului 5%; intervalul
de timp intre colectarea esantioanelor 10 minute.

Exemplele ce urmeaza ilustreazd procedeele de obtinere a hidratului, conform prezentei inventii. Ele nu
restrang volumul protectiei acestor procedee si nu trebuie astfel interpretate.

Moduri de preparare
Modul de preparare 1
S-1I
Arzoxifenul brut (1,58 g de substantd, obtinutd prin procedeul, descris in exemplul 41 din Brevetul US nr.
5723474, referintele la care sunt incorporate in descriere) se suspensioneazi in 28 ml de acetat de etil si se
incalzeste intr-un balon in reflux. Pentru realizarea dizolvarii se adauga etanol (18 ml). Solutia se fierbe timp de 20
minute, apoi se lasa sa se raceascd la temperatura camerei. Precipitatul se izoleaza prin filtrare in vid si se spald cu
30 ml de acetat de etil, pentru a obtine 1,05 g de substanta solida alba pulverulenta.
Exemple
Exemplul 1
F-1 din S-II
S-1I se usucd intr-o etuva cu vid (~100 mm Hg) la 100°C timp de 118 ore pentru a obtine F-I.
Exemplul 2
Procedeu ameliorat de obtinere a F-I din arzoxifen
Un balon cu fundul rotund cu trei gaturi cu capacitatea de 1 1, asamblat cu un deflegmator si agitator superior,
se Incarcd cu 25,0 g de arzoxifen, 475 ml de tetrahidrofuran si 25 ml de apa. Vasul de reactie se echipeaza, apoi,
pentru distilare simpli. Amestecul de reactie se incilzeste in reflux si se elimini 250 ml de distilat. Incilzirea se
inlatura rapid si in vas se adaugd 250 ml de tetrahidrofuran anhidru proaspat. Distilarea la presiunea atmosferica se
continud cu eliminarea aditionald a 250 ml de distilat. Incilzirea se inliturd rapid, se adaugd 250 ml de
tetrahidrofuran proaspit si se elimind aditional 250 ml de distilat. Se adaugd suplimentar 250 ml de tetrahidrofuran
si amestecul se incdlzeste in reflux. La aceastd aditie a tetrahidrofuranului se formeaz3 un precipitat alb. Amestecul
de reactie cu agitare se lasd sa se rdceascd lent timp de 3 ore, timp in care substantele solide aditionale se precipitd
si slamul atinge temperatura ambianti. Slamul cristalin se filtreaza si se usucd in vid la 50°C pentru patruzeci si opt
de ore cu o insuflare nesemnificativd de N,. Randamentul este de 22,5 g (90,0%). Analiza XRD atestd ci spectrele
checului umed si substantei solide uscate, in esent, sunt identice cu spectrul pentru F-I, obtinut anterior. in analiza
DSC s-a determinat punctul de topire 157°C, in timp ce TGA releva 1,5% pierderi de masa in intervalul dintre
temperatura ambianti si 100°C. Puritatea in CLRI, calculati ca bazi libers, a constituit 88,1% contra eficientei
teoretice de 92,9%. HLR{ indic nivelul total de substanta de 0,44%.
Exemplul 3
F-1 din [6-benziloxi-3-[4-[2-(piperidin-1-il)etoxi] fenoxi] -2-(4-metoxifenil)] benzo[b] tiofen-(S-oxid)
Tetrahidrofuranul (261 ml), apa (45 ml), acidul sulfuric concentrat (6,14 g) si [6-benziloxi-3-[4-[2-(piperidin-1-
il)etoxi]fenoxi]-2-(4-metoxifenil) |benzo[ b]tiofen-(S-oxid) (eficienta CLRI 99%, nivelul total de substante in CLRE
0,35%) se combind si se agitd pand la omogenitate. Se adaugd 10% Pd/C (5,6 g se suspensioneaza in 22 ml de apd)
cu 5 ml de apd pentru spalaturi. Suspensia obtinuta se evacueaza si se ldsa sub hidrogen la 60 psi. Temperatura
reactiei se aduce la 30°C. Peste 2 ore se adaugd 10% Pd/C (5,6 g) cu apa (30 ml). Hidrogenizarea la 60 psi si la
30°C se continud 22 ore aditional. Se mai adaugd 4,40 g de 10% Pd/C in 30 ml de apd, iar hidrogenizarea se
continud la 60 psi si la 30°C timp de 2,5 ore aditional. Catalizatorul se elimind prin filtrare si pH filtratului se
ajusteazd la 7,24 cu 50% hidroxid de sodiu. Se adaugd clorura de sodiu (8,66 g) dizolvatd in apa (18 ml) si solutia
bifazicd se agitd 30 minute, fazele se separd §i faza apoasa se extrage din nou cu 50 ml de tetrahidrofuran. Fazele
organice se combind §i se concentreazd pand la volumul de 50 ml prin distilare la presiune atmosferica. La
concentrat la 24°C se adaugd 180 ml de metanol timp de 1 ord. Slamul cristalin obtinut se agitd pentru 30 minute la
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24°C, se raceste pand la 0°C si se agitd 1 ord. Substantele solide se separa prin filtrare si se spald succesiv cu 39 ml
de apd si 39 ml de metanol cu uscare ulterioard in vid peste noapte la 50°C. Randamentul: 15,52 g (67,8%).

O portie de produs (10 g) din substanta obtinutd anterior se recristalizeazi din tetrahidrofuran si apd prin
modalitatea descrisd in exemplul 2.

Terminologia utilizata

Termenul utilizat “cantitate eficientd” defineste o cantitate de F-I, care este capabild si inhibe afectiunea sau
efectele ei nocive, descrise in prezenta inventie. In cazul in care F-I se administreazi asociat cu estrogen,
progestind, inhibitorii aromatazei, analog al LHRH sau inhibitorul AChE, termenul “cantitate eficientd” de
asemenea defineste o cantitate de acest agent capabild si realizeze efectul dezirabil.

Termenii “inhibitor” sau “inhibd” definesc semnificatiile lor uzuale, adicd care previne, impiedicd, restrange,
juguleaza, amelioreazd, diminueazd intensitatea de manifestare a simptomelor, stopeaza sau face reversibila
progresarea sau severitatea stirii patologice sau a complicatiilor ei, descrise in prezenta inventie.

Termenii utilizati “care previne”, “preventie”, “‘profilaxie”, “profilactic” i “a preveni” sunt interschimbabili si
presupun reducerea probabilitatii, cd la recipientul lui F-I vor persista incurabile sau se vor manifesta oricare stari
patologice sau complicatiile lor, descrise in prezenta inventie.

Termenii “estrogen-deficitar” si “deficientd de estrogen” se referd la starea fie naturald, fie indusd clinic, in
cazul in care femeia nu poate produce o cantitate suficientd de hormoni estrogeni endogeni pentru mentinerea
functiilor estrogen-dependente, de exemplu, menses, homeostazia masei osoase, functiei neuronale, stdrii sistemului
cardio-vascular etc. Astfel de stari estrogen-deficitare se instaleazd in menopauzd si in urma ovariectomiei
chirurgicale si chimice, incluzand echivalentul ei functional, de exemplu, in rezultatul tratamentului medicamentos
cu inhibitorul aromatazei, agonistii sau antagonistii GnRH, ICI 182780 etc. Afectiunile, asociate cu depletia
estrogenului, includ, nefiind exhaustive, osteoporoza, afectiunea cardiovasculard si hiperlipidemia.

Termenul utilizat “estrogen” include comgusii steroizi, caracterizati prin activitate estrogenicd, cum ar fi 170-
estradiol, estron, estrogen conjugat (Premarin”), estrogen de cal, 170-etinil estradiol etc. Compusi potriviti in bazi
de estrogen sunt Premarin® §i noretilnodrel.

Termenul utilizat “progestind” include compusii cu activitate similard progestinei, cum ar fi progesteron,
noretilnodrel, nongestrel, megestrol acetat, noretindron, etc. Agentul potrivit in bazid de progesteron este
noretindron.

Termenul utilizat “inhibitorul aromatazei” include compusii care sunt abili sd inhibe aromataza, de exemplu,
asa inhibitori comercial accesibili, cum ar fi aminoglutemida (CYTANDREN®), anastrazol (ARIMIDEX®), letrozol
(FEMARA®), formestan (LENATRON®), exemestan (AROMASIN®), etc.

Termenul utilizat in descrierea prezentei inventii “analogi ai LHRH” se referd la analogii hormonului care
elibereazd hormonul luteinizant, care inhiba producerea estrogenelor la femeile aflate in premenopauza si includ, de
exemplu, goserlin (ZOLADEX®), leuprolid (LUPRON®) etc.

Termenul utilizat “inhibitorul AChE” include compusii care inhiba acetilcolinesteraza, de exemplu, salicilat de
fizostigmind, hidroclorurd de tacrin, hidroclorura de donepezil, etc.

Termenul “activeazd ChAT” defineste amplificarea activitatii enzimice a ChAT, adicd accelerarea conversiei
colinei pana la acetilcolind. Aceastd activare trebuie sd includd amplificarea eficientei si/sau vitezei reactiei ChAT
si colinei si/sau cresterea cantitatii de ChAT, prezente in zona de actiune. Aceastd majorare a cantitétii de enzima
prezentd poate fi determinatd de reglarea genicd sau de un alt stadiu al sintezei in formarea enzimei si/sau
reducerea inactivirii i metabolismului enzimei.

Metodele selectate de testare

Metoda generald de pregitire a sobolanilor: Femelele de sobolani Spraque Dawley (masa corporald intre 200 si
255 g) in varsta de saptezeci si cinci de zile (in cazul in care nu sunt alte specificatii) au fost furnizate de laboratorul
Charles River (Portage, MI). Animalele au fost supuse ovariectomiei bilaterale (OVX) ori s-au efectuat interventii
chirurgicale dupd Sham in laboratorul Charles River, fiind transportate peste o sdptimana. La sosire ele erau
amplasate in custi metalice transportabile in grupuri a cite 3 sau 4 animale intr-o cuscd, avind acces ad libitum la
mancare (continutul de calciu de circa 0,5%) si la apa timp de o sdptiménd. Temperatura incdperii s-a mentinut la
nivelul de 22,24+1,7°C, umiditatea relativd minimd 40%. Regimul de lumind in incépere constituia 12 ore — lumind
si 12 ore - intuneric.

Regimul de dozare si colectarea tesutului: Dupa o sdptdménd de aclimatizare (adicd doud saptiméni dupd OVX)
s-a initiat administrarea F-I. 170-etinil estradiol sau F-I se administra per os (in cazul in care nu sunt alte
specificatii), in formad de suspensie in 1% carboximetilcelulozd sau dizolvate in 20% ciclodextrind. Animalele
primeau dozele de preparat zilnic timp de 4 zile. Dupa seria de administrare a medicamentului, animalele erau
cantdrite si se aplica anestezia cu amestec de ketamina:xilazin (2:1, volum/volum) si esantioanele de sdnge se
colectau prin punctura cardiacd. Apoi animalele se sacrificau prin asfixie cu CO,, uterul se extirpa prin incizia
mediand, se determina masa umeda a lui. 170-etinil estradiolul a fost furnizat de Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO.
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Afectiunea cardiovasculari/hiperlipidemia

Esantioanele de singe, colectate de la animalele mentionate anterior, se ldsau pentru coagulare la temperatura
camerei pentru 2 ore si se obtinea serul prin centrifugare cu 3000 turatii pe minut timp de 10 minute. Colesterolul
serului s-a determinat prin testul cu eficientd inaltd Boehringer Mannheim Diagnostics. Succint, colesterolul s-a
oxidat pand la colest-4-en-3-ond si peroxid de hidrogen. Apoi, peroxidul de hidrogen s-a interactionat cu fenol si 4-
aminofenazon in prezenta peroxidazei cu formare de colorant p-chinond, care s-a determinat spectrofotometric la
500 nm. Concentratia de colesterol s-a calculat conform curbei standard. Toate investigatiile au fost automatizate,
s-au realizat cu Biomek Automated Workstation.

Studiul peroxidazei eozinofilelor uterine
Uterele de la animalele mentionate anterior s-au depozitat la 4°C pand in momentul studierii enzimei. Uterele s-
au omogenizat in 50 mM de tris-tampon (pH 8,0) cu continut de 0,005% triton X-100. Dupd aditia in tris-tampon a
0,01% peroxid de hidrogen si 10 mM de O-fenilendiamind (concentratiile finale), timp de 1 minut s-a urmarit
cresterea absorbtiei la 450 nm. Prezenta eozinofilelor in uter este un indicator al activititii estrogene a compusului.
S-a determinat viteza maxima in intervale de 15 secunde in limitele segmentului initial liniar al curbei reactiei.

Metoda de testare a inhibarii osteoporozei

Dupa realizarea pregatirii generale, descrise mai sus, sobolanii erau tratati zilnic timp de treizeci si cinci de zile
(6 sobolani in grupul de tratare), in ziua a 36 fiind sacrificati prin asfixie cu bioxid de carbon. Perioada de treizeci si
cinci de zile era suficientd pentru obtinerea unui grad maxim de osteoporozd, care se determind conform prezentei
inventii. In timpul sacrificrii s-a extirpat uterul, s-au disecat tesuturile din exterior si continutul lichid se elimina
inainte de a determina masa umed3, pentru confirmarea deficientei de estrogene, asociate cu ovariectomia
completd. De obicei, ca raspuns la ovariectomie masa uterului se reducea cu circa 75%. Apoi, pentru examenul
histologic ulterior, uterul s-a plasat in 10% formalind tampon neutru.

S-a efectuat excizia oaselor femurale drepte si s-a obtinut radiograma numerica a metafizei periferice, care s-a
analizat cu un program de analizd a imaginii (NIH). Partile proximale ale oaselor tibiei ale acestor animale de
asemenea au fost scanate prin tomografia computerizatd cantitativd. Conform metodelor examinate mai sus,
animalele administrau per os F-I sau etinilestradiol (EE,) in hidroxipropil O-ciclodextrind 20%. F-I s-a utilizat de
asemenea In asociere cu estrogen sau progestind.

Studierea proliferarii MCF-7

Celulele MGF-7 de adenocarcinom mamar (ATCCHTB 22) s-au intretinut in mediul MEM (mediu esential
minim, fard rogu de fenol, Sigma, St. Louis, MO) suplimentat cu 10% ser bovin fetal (FBS) (volum/volum), L~
glutamind (2 mM), piruvat de sodiu (1 mM), HEPES {N-[2-hidroxietil|piperazin-N'-[2-acid etansulfonic]10 mM},
aminoacizi neesentiali si insulind de bovind (1 Og/ml) (mediu de intretinere). Cu zece zile pana la testare, celulele
MCEF-7 s-au transferat in mediul de intretinere, suplimentat cu 10% carbune de lemn acoperit cu dextrind, care
cuprindea ser fetal de bovind ((DCC-FBS) mediul de testare) care a substituit 10% FBS, pentru a epuiza
acumuldrile interne de steroizi. Celulele MCF-7 s-au izolat din cutiile cu mediu de intretinere, utilizind mediul
celular de disociere (Ca™"/Mg™ fard HBSS (firi rosu de fenol) suplimentat cu 10 mM HEPES si 2 mM EDTA).
Celulele s-au spalat repetat cu mediu analitic §i numdrul lor s-a ajustat pand la 80000 celule/ml. Circa 100 ml (8000
celule) s-au introdus in alveolele cu fundul plat pentru microculturd (Costar 3596) si s-au incubat la 37°C in 5%
CO; intr-un incubator umidificat pentru 48 ore, pentru a asigura aderenta si echilibrul celulelor dupa transfer.
Seriile de dilutii ale medicamentelor si DMSO, in calitate de control, s-au preparat in mediu analitic §i 50 ml s-au
transferat in microculturile triplicate, cu aditia ulterioard a 50 ml de mediu de testare pana la un volum final de 200
ml. Dupd 48 ore aditionale la 37°C in 5% CO, — incubator, microculturile s-au marcat cu impulsuri de timidina
tratatd cu tritiu (1 OKi/alveold) timp de 4 ore. Cultivarea s-a finalizat cu congelare la —=70°C pentru 24 ore cu
dezghetare ulterioara si colectarea microculturilor, utilizind colectorul de celule semiautomat Skatron. Cuantifi-
carea esantioanelor s-a efectuat cu scintilatorul cu lichid, utilizind contorul O Wallac BetaPlace.

Inhibarea tumorii mamare DMBA-induse

Tumorile mamare estrogen-dependente s-au produs la femelele de sobolani Spraque-Dawley, comercializate de
Harlan Industries, Indianapolis, Indiana. Sobolanilor in varstd de circa 55 zile li s-au administrat in asociere cu o
singurd hrdnire oral 20 mg de 7,12-dimetilbenzo[O]antracend (DMBA). Aproximativ peste 6 siptimani dupa
administrarea DMBA s-a initiat palparea glandelor mamare la intervale de o sdptiménd in scopul depistarii
tumorilor. Din moment ce apédrea una sau mai multe tumori, metric cu un subler s-a masurat diametrul maxim si
minim al fiecdrei tumori, masurdrile s-au inregistrat i asa animale erau selectate pentru experimente. S-a incercat
de a repartiza uniform tumorile de diferite dimensiuni intre grupurile tratate si cele de control astfel, ca tumorile de
dimensiuni medii sd fie repartizate intre grupurile de studiu. Grupurile de control si experimentale pentru fiecare
experiment contineau de la 5 la 9 animale.
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F-I s-a administrat sau in injectii intraperitoneale in 2% de gumad arabicd, sau oral. Compusii administrati oral
sau se dizolvau, sau erau suspensionati in 0,2 ml de ulei de porumb. Fiecare administrare, inclusiv cele de control
de guma arabicd si ulei de porumb, s-a realizat o data zilnic fiecirui animal experimental. Dupd masurarea initiald a
tumorii si selectarea animalelor experimentale, tumoarea s-a masurat sdptdménal prin metoda mentionata anterior.
Tratarea si masurdrile s-au continuat in decurs de 3...5 sdptdméni, timp in care se determinau dimensiunile finale
ale tumorii. Pentru fiecare tratament cu compusi si de control, s-au inregistrat modificarile dimensiunii medii a
tumorii.

Metode de testare a fibrozei uterine

Testul 1: La femeile, in numar de 3...20, cu fibrozi uterind s-a administrat F-I. Cantitatea de compus a
constituit de la 0,1 la 1000 mg/zi, iar perioada de administrare - 3 luni. Pentru elucidarea efectului compusului in
fibroza uterind femeile s-au aflat sub observatie in perioada administrdrii compusului si pand la 3 luni dupa sistarea
tratamentului.

Testul 2: S-a utilizat metoda din testul 1, cu exceptia cd perioada de administrare a compusului a constituit 6
luni.

Testul 3: S-a utilizat metoda din testul 1, cu exceptia ci perioada de administrare a compusului a constituit 1 an.

Testul 4: Pentru inducerea leiomiomului la femelele sexual mature de cobai s-a folosit stimularea prolongata cu
estrogene. Estaradiolul s-a administrat la animale in injectii de 3-5 ori pe sdptdmana timp de 2-4 luni sau pand au
apdrut tumorile. Tratamentul, constand din F-I sau purtétor, s-a administrat zilnic timp de 3-16 saptdmani, iar apoi
animalele erau sacrificate, se preleva uterul si se studia regresiunea tumorii.

Testul 5: Tesutul de leiomiom uman s-a implantat in cavitatea peritoneald si/sau in miometrul uterin al femelei
sexual mature castrate, de soareci fard timus. Estrogenul exogen s-a administrat pentru a induce cresterea tesutului
explantului. In unele cazuri celulele tumorale colectate s-au cultivat in vitro pani la implantare. Tratamentul,
constand din F-I sau purtitor, s-a furnizat prin spélituri gastrice zilnic timp de 3-16 sdptdméani, apoi implanturile s-
au eliminat si s-a apreciat cresterea sau regresiunea. in timpul sacrificirii uterele s-au prelevat pentru a evalua
starea organului.

Testul 6: S-a prelevat tesut din tumorile fibroase uterine umane, care s-a mentinut iz vitro in calitate de culturi
primare netransformate. Preparatele chirurgicale s-au trecut printr-o celuld sau un ciur steril sau, in mod alternativ,
cu un ac s-a prelevat tesut din regiunile adiacente, pentru a obtine o suspensie celulard omogend. Celulele s-au
mentinut in mediu cu continut de 10% ser si antibiotic. S-a determinat viteza cresterii in prezenta estrogenului si
fard el. S-a studiat abilitatea celulelor de a produce componentul C-3 al complementului si rdspunsul lor la factorii
de crestere si hormonii de crestere. In vitro s-a estimat raspunsul proliferativ al culturilor la tratamentul cu
progestine, GnRH, F-I si purtdtori. Sdptdmanal s-au determinat nivelele receptorilor hormonilor steroizi, pentru a
determina dacd se mentin i vitro caracteristicile importante ale celulelor. S-a utilizat tesutul de la 5-25 pacienti.

Testul 7: S-a determinat abilitatea F-I de a inhiba proliferarea, stimulatd de estrogen, a liniei celulare ELT,
obtinutd din leiomiom prin metoda descrisd de Fuchs-Young et al., "Inhibition of Estrogen-Stimulated Growth of
Uterine Leiomyomas by Selective Estrogen Receptor Modulators” Mol. Car., 17 (3):151-159 (1996) [5],
recomandarile caruia sunt incorporate in descriere prin referinte.

Metoda de testare a endometrozei

Testul 1: In calitate de animale experimentale s-au folosit intre 12 si 30 femele mature de sobolani, linia CD.
Sobolanii au fost repartizati in trei grupuri egale. La toate animalele se afla sub control ciclul estral. In ziua
proestrului femelele erau operate. La femelele din fiecare grup s-a extirpat cornul uterin stang, cornul s-a sectionat
in bucdti patrate nu prea mari, aceste patrate fiind aleatoriu suturate in diferite sectoare adiacente fluxului sangvin
mezenteric. In plus, la femelele din grupul 2 s-au extirpat ovarele. Din ziua urmitoare dupi operatie femelelor din
grupul 1 si 2 s-a administrat intraperitoneal apa timp de 14 zile, animalelor din lotul 3 — intraperitoneal 1,0 mg de
F-I1a kg de masa corporald aceeasi perioadd de timp. Peste 14 zile de tratament fiecare femela a fost sacrificata, s-
au extirpat explanturile endometriale, suprarenalele, partea restantd a uterului si ovarelor, ceea ce era posibil, s-au
pregitit pentru examenul histologic, ovarele si suprarenalele s-au cantarit.

Testul 2: In calitate de animale experimentale s-au folosit intre 12 si 30 de femele mature de sobolani linia CD.
Sobolanii au fost repartizati in doui grupuri identice. Ciclul estral la toate animalele era sub control. in ziua
proestrului fiecare femeld era operatid. La femelele din fiecare grup s-a extirpat cornul uterin sting, care s-a
sectionat in bucdti patrate nu prea mari, aceste péatrate fiind aleatoriu suturate in diferite sectoare adiacente fluxului
sangvin mezenteric. Peste circa 50 zile dupd operatie animalelor din grupul 1 s-a administrat intraperitoneal apa
timp de 21 zile, animalelor din lotul 2 — intraperitoneal 1,0 mg de F-I la kg de masa corporald aceeasi perioada de
timp. Peste 21 zile de tratament fiecare femela a fost sacrificatd, iar explanturile endometriale si suprarenalele s-au
extirpat si cantdrit. Explanturile s-au apreciat ca indicator al cresterii. Ciclurile estrale erau sub control.

Testul 3: Pentru inducerea endometriozei la sobolani si/sau iepuri s-au folosit autogrefe de tesut endometrial.
Animalele - femele la maturitate reproductiva, - erau supuse ovariectomiei bilaterale, iar estrogenul se compensa
exogen, asigurdnd astfel un anumit si constant nivel de hormon. La 5-150 animale tesutul endometrial autolog s-a
implantat in peritoneu si s-au asigurat cu estrogen, pentru a induce cresterea tesutului explantat. Tratamentul,
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constdnd din compusul, conform prezentei inventii, s-a realizat prin spaldturi gastrice zilnic timp de 3-16
siptimani, implanturile s-au eliminat §i s-a apreciat cresterea sau regresiunea. in cadrul sacrificirii s-a prelevat
cornul uterin intact, pentru aprecierea starii endometrului.

Testul 4: Tesutul din sectoarele patologice ale endometrului uman s-au implantat in peritoneul femelelor sexual
mature castrate de soareci fara timus. Ele erau asigurate cu estrogen exogen, pentru a produce cresterea tesutului
explant. In unele cazuri celulele endometriale prelevate s-au cultivat. Tratamentul, constand din F-I, s-a realizat prin
spaldturi gastrice zilnic timp de 3-16 sdptamani, implanturile s-au eliminat §i s-a apreciat cresterea sau regresiunea.
in cadrul sacrificirii s-a extirpat uterul, pentru aprecierea stirii endometrului intact.

Testul 5: Tesutul din sectoarele deteriorate ale endometrului uman s-a colectat i s-a mentinut ir vitro in calitate
de culturi netransformate. Preparatele chirurgicale s-au trecut printr-o celuld sau un ciur steril sau, in mod
alternativ, cu un ac s-a prelevat tesut din regiunile adiacente, pentru a obtine o suspensie din celule de acelasi tip.
Celulele s-au mentinut in mediu cu continut de 10% ser si antibiotic. S-a determinat viteza cresterii in prezenta
estrogenului si fard el. S-a studiat abilitatea celulelor de a produce componentul C-3 al complementului, precum si
raspunsul celulelor la factorii de crestere $i hormonii de crestere. In vitro dupd tratamentul cu progestine, GnRH, F-
I si purtdtori s-a estimat rdspunsul proliferativ al culturilor. Sdptdmanal s-au determinat nivelele receptorilor
hormonilor steroizi, pentru a determina persistenta in vitro a caracteristicilor importante ale celulelor. S-a utilizat
tesutul de la 5-25 pacienti.

Tulburarile SNC, inclusiv boala Alzheimer

Estrogenele, cum ar fi 17 O-estradiol, regleaza transcrierea genicd prin conjugarea cu receptorii estrogenici
(RE), care se afld in citoplasma unor anumite populatii de celule. Activarea RE de cétre ligandd este premisa pentru
transportul complexului in nucleu, in care conjugarea cu succesiunea corespunzitoare de 13 perechi de baze ale
ADN palindromic (elementul rdspunsului estrogenului sau ERE) genereazi procesul asamblirii aparatului
transcriptional, care atinge culminatia la activarea genelor-tintd respective. Au fost identificate numeroase gene,
care sunt reglate de estrogeni. Ele includ proteinele citoscheletale, enzimele biosintezei neurotransmititorilor,
enzimele metabolismului si receptorii, precum si alti hormoni si neuropeptide. Elementele ERE s-au identificat in
numeroase gene estrogen-pozitive, inclusiv vitelogenina, c-fos, prolactina si hormonul luteinizant.

Succesiunile ERE similare, cu semnificatie majord pentru sistemul nervos central, au fost identificate in p75™
si trtkA, ambele servind ca molecule de semnalizare pentru neurotrofine: factorul de crestere a nervilor (NGF),
factorul neurotrofic derivat din encefal (BDNGF) si neurotrofina-3.

S-a constatat cd BDNF, la fel ca si NGF, amplifica vitalitatea neuronilor colinergici in cultura. Se presupune ca
interactiunea intre neurotrofine si estrogene este importantd pentru evolutia si vitalitatea neuronilor bazali ai
prosencefalului (care degenereaza in boala Alzheimer) in acele stéri clinice, in care deficienta existentd de estrogen
(dupad menopauzd) poate contribui la pierderea acestor neuroni.

Experimentul urmdtor s-a realizat pe sobolanii ovariectomizati (preparati prin metoda descrisa anterior) pentru
a determina similitudinea si/sau deosebirile in influenta F-I si estrogenului asupra expresiei genei in variate regiuni
ale creierului. Sobolanilor in varstd de sase sdptdmani zilnic li s-a administrat in injectii subcutanat estradiol
benzoat (0,03 mg/kg), F-I si un purtator (control). Peste cinci sdptaimani de tratament, animalele erau sacrificate, s-a
extirpat creierul si prin microdisectie s-a prelevat hipocampul. Hipocampul s-a congelat rapid in azot lichid si s-a
pastrat la —70°C. ADN total s-a obtinut din tesutul asociat al animalelor din grupurile cu tratament corespunzator si
din grupul de control §i s-a efectuat transcrierea inversd, utilizind primerul 3’-oligonucleotid, selectat pentru

populatiile de ARNm specifici (poli-A+). Reactiile polimerazei in lant (PCR) s-au condus in coctailuri, constind
din: 5’-oligonucleotide accidentale (cu lungimea de 10 perechi de baze; total - 150), tampon de reactie,
Tagpolimerazi si **PdTCP.

Dupa 40 de cicluri de amplificare, produsele reactiei s-au fractionat, in functie de dimensiuni, in 6% gel TBE-
uree, s-au uscat si s-au expus pe peliculd radiologica. Tablourile repartizirii ARNm s-au comparat intre grupuri.

Utilizarea F-I in asociere cu estrogen
Se cunoaste cd femeile in perioada pre- si postmenopauzad deseori recurg la tratament hormonal de substitutie
(THS), pentru a evita consecintele negative asociate cu reducerea nivelului de estrogen endogen circulator, de
exemplu, pentru tratamentul acceselor de bufeuri de cilduri. Insi, THS poate si se asocieze cu un risc inalt de
aparitie a anumitor forme de cancer, inclusiv cancer uterin $i mamar. F-I poate fi administrat in asociere cu THS
pentru inhibarea acestor procese.

Utilizarea F-I in asociere cu inhibitorul aromatazei
Conform definitiei, la femeile in postmenopauzd ovarele nu functioneaza. Singura sursa de estrogene la ele este
conversia androgenilor suprarenalelor pand la estrogen cu enzima aromataza, care se detecteazd in tesuturile
periferice (inclusiv in tesutul adipos, muschi si in Insdsi tumoarea glandei mamare). Astfel, la femeile in
postmenopauzd medicamentele care inhibd aromataza (inhibitorii aromatazei) epuizeazd estrogenul circulant.
Depletia estrogenului prin inhibarea aromatazei este o posibilitate de semnificatie majora in tratamentul pacientelor
cu cancer mamar metastatic. in cadrul tratamentului cu inhibitorii aromatazei absenta estrogenului circulant poate
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avea efecte negative, de exemplu, la nivelul lipidelor serice. Pentru prevenirea acestor efecte negative se poate
administra F-L

Utilizarea F-I in asociere cu analogul LHRH
Actiunea continud a analogului LHRH (hormonului care elibereazd hormonul luteinizant) inhiba producerea
estrogenului la femeile in postmenopauzi, desensibilizind hipofiza, care apoi nu mai stimuleaza ovarele pentru
producerea estrogenului. Efectul clinic se manifestd ca “ovariectomie medicamentoasd”, care este reversibild la
suspendarea analogului LHRH. In cadrul tratamentului cu analogul LHRH, absenta estrogenului circulant poate fi
cauza unor efecte negative, efecte secundare neprevizute, de exemplu, influenta asupra nivelelor de lipide serice. F-
I se poate folosi pentru inhibarea acestor efecte negative.

Cresterea nivelelor de acetilcolina

Este cunoscut ci la pacientii cu boala Alzheimer se inregistreazi declinul semnificativ al nivelului de neuroni
colinergici in hipocamp, comparativ cu semenii lor care nu suferd de aceastd boald. S-a constatat ca la acesti
pacienti reducerea progresivd a acestor neuroni colinergici reflectd pierderea memoriei si functiilor cognitive. Se
presupune cd cauza reducerii numdrului de acesti neuroni este pierderea sau diminuarea functiei acetilcolinei
neurotransmitétorilor.

Nivelul de acetilcolind in neuron, in general, se determind in functie de directia in care se modificd echilibrul
intre biosintezd si biodegradare. Enzima colin-acetiltransferaza (ChAT), in general, este responsabild de sinteza
acetilcolinei, iar acetilcolinesteraza (AChE) — de degradarea ei.

Pentru studierea influentei F-I asupra nivelelor de ChT s-a efectuat urmdtorul experiment: dupd prepararea
sobolanilor prin metoda descrisd mai sus, la 40 de sobolani zilnic 1i s-au administrat in injectii subcutanat si per os
printr-o sondd gastricd cate 3 mg/kg/zi de F-Iintr-un purtator cu continut de 10% ciclodextrind, estradiol benzoat in
cantitate de 0,03 sau 0,3 mg/kg/zi sau purtdtor control. Animalele au fost tratate intre 3 si 10 zile. Au fost folosite
doudsprezece animale pentru fiecare schemd de tratament. La intervale corespunzitoare de timp, animalele se
sacrificau si se diseca creierul lor. Anumite portii de creier se omogenizau si se examinau. Omogenatele
hipocampului si partii frontale a cortexului cerebral s-au tratat si in ele s-a determinat activitatea ChAT prin analiza
radioactivititii biosintezei acetilcolinei. Aceastd metodd poate fi examinatd in J. Neural Transmiss, 78:183-193,
1989 [6], care este Incorporatd in descriere prin referinte.

Cum s-a presupus, la animalele OVX nivelele de ChAT sunt reduse cu >50% (p<0,001), comparativ cu
controalele fictiv operate.

fntr-un alt aspect al prezentei inventii, F-I s-a administrat in asociere cu inhibitorul AChE. Utilizarea
inhibitorului AChE, gratie blocdrii degradarii ei prin inhibarea AChE, conducea la cresterea nivelelor de
acetilcolina.

Hiperplazia benigna a prostatei (HBP)

Preistoricul problemei relatiei intre actiunea estrogenului si tratamentul HBP si carcinomului prostatei este
cunoscut [7].

In experimentele descrise in continuare, pe cateva linii celulare de cancer de prostati uman s-a estimat
abilitatea F-I de a conjuga receptorii estrogenului.

Lizatele liniilor celulare LNCaP, DU-45 si PC-3 de cancer de prostatd uman s-au preparat in mediul TGE cu
continut de 50 nM tris-HCI; pH 7,4; 1,5 mM acid etilendiamintetraacetic (EDTA); 0,4 M KCl; 10% glicerina; 0,5
mM 2-ME si 10 mM molibdat de sodiu, contindnd aditional inhibitorii proteazelor: pepstatina (1 mg/ml),
leupeptina (2 mg/ml), aprotinina (5 mg/ml) si fluorura de fenilmetilsulfonil (PMSF, 0,1 mM) (TEGP).

Lizatele celulare s-au centrifugat, precipitatul s-a resuspendat in TEGP rece (1 ml TEGP/100 mg precipitat) si
s-a sonificat timp de 30 secunde (sarcina ciclului 70%, potentialul 1,8) cu dispozitivul ultrasonor Branson, modelul
450. Lizatele s-au sedimentat prin centrifugare cu 10000 x g pentru 15 minute la 4°C, apoi supernatantul s-a separat
si s-a folosit imediat, sau se depozita la —70°C.

Testul de conjugare competitiv: In calitate de tampon de conjugare s-a utilizat TEG, in care 0,4 M KCl s-au
substituit cu 50 mM NaCl si in care s-a mai aditionat 1 mg/ml de ovalbumind (TEGO). F-I s-a diluat pand la 20 nM
in TEGO, din care s-au preparat dilutii triple in serie. Testdrile s-au realizat pe microplansete de polipropilend cu
fundul plat in microalveole triplate. in fiecare alveold s-au introdus 35 ml de 17 O-estradiol marcat cu tritiu (0,5
nM, activitatea specifica 60,1 Ci/mmol, DuPont-New England Nuclear, Boston, MA) si 35 ml de compus testat
racit (0,1 nM — 5 mM) sau TEGO, dupa incubare pentru 5 minute la 4°C cu agitare s-au aditionat 70 ml de lizat de
linie celulara MCE-7.

Plansetele s-au incubat pentru 24 ore la 4°C, apoi in fiecare alveold s-au aditionat 70 ml de carbune de lemn
acoperit cu dextran (DCC) cu o agitare ulterioard energica timp de 8 minute la 4°C. Plansetele s-au centrifugat apoi
la 1500xg timp de 10 minute la 4°C. Supernatantul s-a colectat din fiecare alveold intr-o microplansetd de polistiren
flexibild pentru numararea scintilatiilor cu contorul Wallac Micobeta Model 1450. Radioactivitatea s-a exprimat in
dezintegrari/minut (DPM) dupd corectia in functie de eficienta numdrdrii (35-40%) si fon. Pentru determinarea
limitei inferioare a numdrdrii DCC extractibile, drept controale suplimentare au servit numdrdrile totale si
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numadrdrile totale + DCC. Rezultatele acestei conjugiri competitive s-au exprimat ca procent mediu al conjugdrii (%
conjugirii) + devierea standard, utilizand formula:

R DPM - DPM +DCC
% conjugdrii = compusul  testat total

DEM fara compus testat DPMtotal +bec

x100

Prevenirea cancerului mamar

Prezenta inventie se referd de asemenea la administrarea F-I recipientului, care face parte din grupul de risc de
aparitie de novo a cancerului mamar. Termenul “de novo” defineste, in primul rdnd, absenta transformairii sau
metamorfozei celulelor normale ale glandei mamare in celule canceroase sau maligne. O astfel de transformare se
poate produce in stadii in aceleasi celule sau in celulele fiice printr-un proces evolutiv sau poate evolua ca un
proces central aparte. Acest proces de novo diferd de metastazarea, colonizarea sau raspandirea celulelor de acum
transformate sau malignizate din tumoarea primard in sectoare noi de localizare.

Persoana, care nu face parte din grupul cu un risc inalt de instituire a cancerului mamar, este acea la care se
poate dezvolta de novo cancer mamar, care nu prezintd nici un fel de simptome sau suspiciuni in ce priveste
probabilitatea afectiunii in afara riscului obisnuit §i la care niciodatd nu s-a diagnosticat boala. Factorul major de
risc, care contribuie la dezvoltarea carcinomului mamar, este istoricul vietii persoanei care suferd de aceasta boala
sau prezenta in antecedente a manifestirilor care preced afectiunea, chiar dacd in prezent se afld in remisiune fara
de oricare simptome de prezentd a ei. Un alt factor de risc este prezenta unei asa patologii in antecedentele
eredocolaterale familiale.

Inductia tumorii mamare la sobolani prin administrarea cancerigenului N-nitroso-N-metiluree este un model
bine cunoscut pentru studierea cancerului mamar si se considerd potrivit pentru analiza efectelor agentilor
chimioprofilactici.

fn doui studii diferite, femelelor de sobolani Spraque-Dawley in vérstd de 55 zile s-a administrat intravenos
(Studiul 1) sau intraperitoneal (Studiul 2) N-nitroso-N-metiltiouree in dozd de 50 mg la kilogram de masa corporald
o sdptdmanad pana la accesul ad libitum la hrana, in care s-au aditionat variate cantititi de F-I, baza de (Z)-2-[4-(1,2-
difenil-1-butenil)fenoxi]-N,N-dimetiletanamind (baza de tamoxifen) sau control.

fn studiul 1 dozele dietetice de 60 mg/kg si 20 mg/kg de hrani au fost transformate in doze brute comparabile
de 3 5i 1 mg/kg de masi corporala pentru fiecare animal.

In studiul 2 dozele dietetice de 20, 6, 2 5i 0,6 mg/kg de hrani au fost transformate in doze brute comparabile de
1;0,3; 0,1 si 0,03 mg/kg de masa corporala pentru animalele experimentale.

Sobolanii au fost observati in ceea ce priveste manifestdrile toxicitdtii i o datd in sdptdmand erau cantariti si
palpati pentru a determina formarea de tumori. Peste treisprezece (studiul 1) sau optsprezece sdptdméani (studiul 2)
animalele erau sacrificate, la autopsie se confirma prezenta tumorii si se cantareau.

Comporzitii

Termenul “farmaceutic”, utilizat ca adjectiv, in esentd se defineste ca neddundtor pentru recipientul mamifer.
Termenul de “compozitie farmaceutica” prevede ca purtatorul, diluantul, excipientii si ingredientul (ingredientele)
activ (active) trebuie sa fie compatibile cu alte ingrediente ale compozitiei si sd nu fie nocive pentru recipient. Mai
potrivitd este introducerea lui F-Iin compozitie pand la administrare. Selectia compozitiei trebuie sd o facd medicul
curant in functie de aceiasi factori, care au fost inclusi in definitia de cantitate eficient.

Ingredientele active sumare intr-o astfel de compozitie constituie de la 0,1 la 99,9% din greutatea compozitiei.
n compozitia mentionati mai potrivitd este includerea a nu mai mult de doud ingrediente active. Astfel, este
potrivitd includerea in compozitie a F-I in asociere cu un alt ingredient activ, selectat din estrogen, progestind, un
inhibitor al aromatazei, un analog al LHRH si un inhibitor al AChE. Mai potrivite sunt compozitiile, in care F-I este
singurul ingredient activ.

Compozitiile farmaceutice, conform prezentei inventii, se prepard prin procedee cunoscute in domeniu,
utilizdnd ingrediente bine cunoscute si usor disponibile. De exemplu, F-I, sau de unul singur sau in asociere cu
estrogen, progestind, un inhibitor al aromatazei, un analog al LHRH si un inhibitor al AChE se formuleazi cu
excipienti, diluanti sau purtatori obignuiti in forma de tablete, capsule, suspensii, solutii, compozitii injectabile,
aerosoli, prafuri etc.

Comporzitiile farmaceutice, conform prezentei inventii, pentru administrare parenterald contin solutii, dispersii,
suspensii sau emulsii apoase sau neapoase sterile, precum si prafuri sterile, care se reconstituie inainte de utilizare
in solutii sau suspensii sterile. Exemplele de purtétori, diluanti, solventi sau excipienti sterili aposi sau neaposi
includ: apd, solutie salind fiziologicd, etanol, polioli (cum ar fi glicerina, propilenglicol, poli(etilenglicol) etc.) si
amestecurile lor potrivite; uleiuri vegetale (cum ar fi ulei de masline) si esteri organici injectabili, cum ar fi oleat de
etil. Fluiditatea necesara se mentine, de exemplu, prin folosirea materialelor de acoperire, cum ar i lecitina, prin
crearea unor dimensiuni potrivite ale particulelor, in cazul dispersiilor i suspensiilor, si utilizarea substantelor
tensioactive.
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Comporzitiile parenterale de asemenea pot contine adjuvanti, cum ar fi conservanti, agenti de umectare, agenti
de emulsionare si dispersanti. Preventia actiunii microorganismelor se asigurd prin includerea agentilor
antibacterieni si antifungici, de exemplu, paraben, clorbutanol, acidul fenolsorbic etc. Este dezirabild de asemenea
includerea agentilor izotonici, cum ar fi zaharuri, clorurd de sodiu etc. Prolongarea absorbtiei compozitiilor
injectabile se realizeazi prin includerea agentilor, care frineaza absorbtia, cum ar fi monostearat de aluminiu si
gelatind.

fn unele cazuri pentru prolongarea efectului substantei medicamentoase este dezirabili diminuarea absorbtiei
medicamentului dupd administrare subcutanat sau intramuscular. Aceasta se poate realiza prin utilizarea unei
suspensii lichide de substanti cristalind cu o solubilitate joasd sau prin suspensionarea substantei medicamentoase
intr-un purtitor uleios. In cazul injectdrii subcutanat sau intramuscular a unei suspensii cu continut de substants
medicamentoasd cu o solubilitate joasa in apd, viteza absorbtiei medicamentului depinde de viteza lui de dizolvare.

Compozitiile injectabile “depozite” de F-I se obtin prin formarea matricelor microincapsulate de medicament in
polimeri biodegradabili, cum ar fi poli(acid lactic), poli(acid glicolic), copolimeri ai acidului lactic si glicolic,
poli(ortoesterii) si poli(anhidridele) acestor substante, descrise in domeniu. In functie de raporturile de substanti
medicamentoasd §i polimer §i proprietdtile polimerului utilizat aparte, poate fi controlatd eliberarea
medicamentului.

Comporzitiile injectabile se sterilizeaza, de exemplu, prin filtrare printr-un filtru antibacterian sau presterilizarea
compusilor compozitiei pana la fuzionarea lor, sau in timpul producerii, sau nemijlocit inainte de administrare (in
seringd-ambalaj cu doud camere).

Formele dozate solide pentru administrare orali includ: capsule, tablete, pastile, prafuri si granule. In astfel de
forme dozate solide, F-I se amestecd, cel putin, cu un purtitor farmaceutic inert, cum ar fi clorura de sodiu sau
dicalciu fosfat si/sau a) cu diluanti sau umpluturi uscate, cum ar fi amidon, zaharuri, inclusiv lactoza si glucoza,
manitol si acid silicic; b) lianti, cum ar fi carboximetilceluloza si alti derivati ai celulozei, alginate, gelatina,
poli(vinilpirolidind), zaharoza si guma arabicd; c) umectori, cum ar fi glicerina; d) dispersanti, cum ar fi agar-agar,
carbonat de calciu, bicarbonat de sodiu, amidon de cartofi sau tapioco, acid alginic, silicati si carbonat de sodiu; ¢)
agent de umectare, cum ar fi glicerina; f) agenti care impiedicd dizolvarea, cum ar fi parafina; g) agenti care
accelereazd absorbtia, cum ar fi compusii de amoniu cuaternar; h) emolienti, cum ar fi alcool cetilic §i monostearat
de glicerind; 1) absorbanti, cum ar fi caolina si bentonita si j) lubrifianti, cum ar fi talc, stearat de calciu, stearat de
magneziu, poli(etilenglicol) solid, lauril sulfat de sodiu si amestecurile acestora. In cazul capsulelor, tabletelor si
pastilelor formele dozate de asemenea pot contine tampoane.

Compozitiile solide de tip similar pot contine de asemenea umpluturd pentru capsule de gelatind moi sau tari,
utilizind asa excipienti, cum ar fi lactoza, precum si poli(etilenglicolii) macromoleculari.

Formele dozate solide, cum ar fi tabletele, drajeurile, capsulele, pastilele si granulele, de asemenea pot fi
preparate cu invelisuri, cum ar fi invelisuri enterice sau alte invelisuri bine cunoscute in tehnologia prepararii
medicamentelor. Invelisurile pot contine agenti, care opacifiazi substantele, sau agenti care elibereazi ingredientul
(ingredientele) activ (e) intr-un anumit segment al tractului digestiv, de exemplu, invelisurile solubile in acid pentru
eliberarea ingredientului (ingredientelor) activ (e) in stomac sau invelisuri solubile in baze — pentru eliberarea
ingredientului (ingredientelor) activ (e) in intestine.

Ingredientul (ingredientele) activ (e) pot fi de asemenea microincapsulate in inveliguri cu eliberare lents,
microcapsulele fiind parte a tabletei sau capsulei.

Formele dozate lichide de F-I pentru administrare orala includ solutie, emulsii, suspensii, siropuri sau elixire.
Aditional la compusii activi, formularile lichide mai pot include diluanti inerti, folositi de obicei in acest domeniu,
cum ar fi apa sau alti solventi farmaceutici, agenti de solubilizare si agenti de emulsifiere, cum ar fi etanol,
izopropanol, etilcarbonat, acetat de etil, alcool benzilic, benzilbenzoat, propilenglicol, 1,3-butilenglicol,
dimetilformamida, uleiuri (in special, ulei de bumbac, arahide, porumb, seminte, masline, ricin §i sesam), glicerina,
alcool tetrahidrofurfurilic, poli(etilenglicoli), esteri ai acizilor grasi ai sorbitei §i amestecurile lor.

Aditional la diluantii inerti, formele lichide de compozitii mai pot include adjuvanti, cum ar fi umectanti, agenti
de emulsifiere si de suspensionare, agenti de indulcire, gustativi si aromatizanti.

Suspensiile lichide, aditional la ingredientul (ingredientele) activ (e) mai pot contine agenti de suspensionare,
cum ar fi alcooli etoxilati izostearili, polioxietilensorbit si esteri ai sorbitanului, celulozi microcristaling,
metahidroxid de aluminiu, bentonitd, agar-agar, tragacant si amestecurile lor.

Comporzitiile pentru aplicare rectald sau intravaginal se obtin prin fuzionarea F-I cu excipienti potriviti, care nu
iritd, cum ar fi unt de cacao, polietilenglicol sau altd ceard pentru supozitoare, care se mentine solida la temperatura
camerei, insd se lichefiaza la temperatura corpului si, astfel, se topeste in rect sau in cavitatea vaginului cu
eliberarea compusului (compusilor) activ (i). Compusii se dizolva in ceara topitd, se formuleaza in forma necesard
si se lasd sd se solidifice in compozitia finald pentru supozitoare.

F-I, de asemenea, poate fi administrat in forma de lipozomi. Este cunoscut in acest domeniu, ci lipozomii de
obicei se prepard din fosfolipide sau alte substante lipide. Compozitiile lipozomice se formeaza cu cristale lichide
hidratate mono- sau pluristratificate, care disperseaza intr-un mediu apos. Se poate folosi orice lipida farmaceutic
netoxicd si metabolizantd, capabild si formeze lipozomi. Aceste compozitii in formd de lipozomi pot contine,
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aditional la F-I, stabilizatori, excipienti, conservanti etc. Lipidele potrivite sunt fosfolipidele si fosfatidilcolinele
(lecitine), atat naturale, cat si sintetice.
Procedeele de formare a lipozomilor sunt cunoscute in domeniu si descrise, de exemplu, in Prescott, Ed.,
Methods in Cell Biology, Volume XIV, Academic Press, New York, (1976), p.33 si urmatoarele.
5 Exemplele urmatoare de compozitii numai ilustreaza prezenta inventie si nu restring volumul ei revendicat.
Compozitia 1: Capsule de gelatini

Capsule solide de gelatind preparate cu utilizarea
urmatoarelor: Ingredient Cantitatea (mg/capsuld)
F-I 0,1-1000
Amidon, Farmacopea Nationald a S.U.A. 0-650
Amidon, praf fluid 0-650
Silicon fluid 350 centistox 0-15

Compozitia mentionata poate fi modificatd in conformitate cu modificarile rezonabile propuse.
Compozitia tabletatd se prepard cu utilizarea ingredientelor prezentate in continuare:

10 Comporzitia 2: Tablete
Ingredient Cantitatea (mg/tabletd)
F-I 2,5-1000
Celuloza, microcristalind 200-650
Dioxid de silicon, fumigant 10-650
Acid stearic 5-15

Componentele se fuzioneazi si se preseazi cu formarea tabletelor.
Comporzitia 3: Tabletele cu continut de circa 10 si 50 mg de F-I se pot prepara dupa cum urmeaza:

Ingredient Cantitatea (mg/tableta) Cantitatea
(mg/tabletd)
F-I 11,3 56,5
Lactoza anhidrd 176,8 1282
Lactoza, uscatd prin pulverizare 44,2 32,0
Povidon 11,0 13,0
Polisorbat 80 2,5 2,6
Crospovidon (interior) 6,25 6,24
Crospovidon (exterior) 6,25 6,5
Stearat de magneziu 1,5 1,7
Celulozd microcristalind (exterior) 0,0 13,0
15
Componentele se fuzioneazi si se preseazi cu formarea tabletelor.
fn mod alternativ, tabletele, fiecare cu continut de 2,5-1000 mg de F-, se pot obtine in modul ce urmeazi:
Compozitia 4: Tablete
Ingredient Cantitatea (mg/tabletd)
F-1 25-1000
Amidon 45
Celuloza, microcristalind 35
Polivinilpirolidon (in forma de 10% solutie in apd) 4
Sodiucarboximetilceluloza 4,5
Stearat de magneziu 0,5
Talc 1
20 F-I, amidonul si celuloza se cern printr-un ciur nr. 45 mes US si se agitd energic. Solutia de polivinilpirolidon

se amestecd cu prafurile obtinute, apoi se cerne printr-un ciur nr. 14 mes US. Granulele astfel obtinute se usucd la
50-60°C si se cern printr-un ciur nr. 18 mes US. Sodiucarboximetilamidonul, stearatul de magneziu si talcul, trecute
in prealabil printr-un ciur nr. 60 mes US, sa adaugd apoi la granule care, dupa agitare, se preseazi cu un dispozitiv
de preparare a tabletelor cu formarea tabletelor.

25 Suspensiile, fiecare dintre ele continand 0,1-1000 mg de substantd medicamentoasd in 5 ml de forma dozata, se
prepara in modul ce urmeaza:

30
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Compozitia 5: Suspensii

Ingredient Cantitatea (mg/ml)
F-I 0,1-1000 mg
Sodiucarboximetilcelulozi 50 mg
Sirop 1,25 mg
Solutie de acid benzoic 0,10 ml
Substanta gustativa cantitate suficienta
Colorant cantitate suficientd
Apa purificatd pana la 5 ml

Medicamentul se cerne prin ciurul nr. 45 mes US si se fuzioneaza cu sodiucarboximetilceluloza si siropul cu
formarea unei paste omogene. Solutia de acid benzoic, substanta gustativa si colorantul se dilueazi cu o cantitate
oarecare de apd si se aditioneazd cu agitare. Apoi se adaugd o cantitate suficientd de apd pentru a obtine volumul
necesar.

Solutiile aerosol se prepard din urmatoarele ingrediente:
Comporzitia 6: Aerosol

Ingredient Cantitatea (% masice)
F-I 0,25
Etanol 25,75
Propelent 22 (clordifluormetan) 70,0

F-I se amestecd cu etanolul si amestecul se adaugi la o portie de propelent 22, se raceste pana la 30°C si
se transferd in dispozitivul de umplere. Apoi, cantitatea necesard se introduce intr-un container de otel inoxidabil si
se dilueaza cu propelentul restant. Dispozitivul valvular se asambleaza la container.

Supozitoarele se prepard in modul ce urmeaza:
Compozitia 7: Supozitoare

Ingredient Cantitatea (mg/supozitor)
F-I 250
Gliceride ale acizilor grasi saturati 2000

F-I se cerne printr-un ciur nr. 60 mes US si se suspensioneazi in gliceride ale acizilor grasi saturati, in
prealabil topite, folosind o incélzire minimal necesard. Apoi amestecul se toarnd in forme pentru supozitoare cu
capacitate nominald de 2 g si se lasd pentru récire.

Compozitia pentru administrare intravenos se prepard in modul ce urmeaza:

Compozitia 8: Solutie pentru administrare intravenos

Ingredient Cantitatea
F-1 25 mg
Solutie salind izotonica 1000 ml

Solutia de ingrediente mentionate se administreazi pacientului intravenos cu o viteza de circa 1 ml pe minut.
Compozitia 9: Capsuld, combinatia 1

Ingredient Cantitatea (mg/capsuld)

F-I 50

Premarin 1

Avicel pH 101 50

Amidon 1500 117,50

Ulei de silicon 2

Tvin 80 0,50
Cab-0-Sil 0,25
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Compozitia 10: Capsuld, combinatia 2
Ingredient Cantitatea (mg/capsuld)
F-I 50
Noretilnodrel S
Avicel pH 101 82,5
Amidon 1500 90
Ulei de silicon 2
Tvin 80 0,50

Comporzitia 11: Tabletid complexi

Ingredient Cantitatea (mg/capsuld)
F-1 50
Premarin 1
Amidon de porumb, Farmacopea Nationald a S.U.A. 50
Polidon, K29-32 6
Avicel pH 101 41,50
Avicel pH 102 136,50
Crospovidon XL10 2,50
Stearat de magneziu 0,50
Cab-0O-Sil 0,50

Dozarea

O doza anumitd de F-I, administratd conform prezentei inventii, se stabileste in functie de circumstantele
deosebite, inregistrate in fiecare situatie. Aceste circumstante includ: metoda de administrare, antecedentele bolii,
starea patologicd sau simptomele, care necesitd aplicarea unui tratament, severitatea bolii/simptomului, care
necesitd un tratament, varsta bolnavului si sexul recipientului.

De obicei, doza zilnicd minimd eficientd pentru F-I constituie circa 1, 5, 10, 15 sau 20 mg. Doza maximi
eficientd constituie circa 800, 100, 60, 50 sau 40 mg. Mai tipic, doza variaza intre 15 si 60 mg. Doza exactd poate fi
stabilitd in conformitate cu regula standard din practica medicald “titrarea dozei” recipientului, care constd in
administrarea initial a unei doze mici de compus §i majorarea treptatd a ei pand la aparitia efectului terapeutic
dezirabil.

Cu toate cd poate este necesard titrarea dozei recipientului in ce priveste tratamentul asociat examinat anterior,
dozele tipice pentru ingredientele active, cu exceptia F-I, s-au dovedit a fi urmatoarele: etinilestrogen (0,01-0,03

mg/zi), mestranol (0,05-0,15 mg/zi), hormonii estrogeni conjugati (de exemplu, Premarin®, Wyeth-Ayerst, 0,3-2,5
mg/zi), medroxiprogesteron (2,5-10 mg/zi), noretilnodrel (1,0-10,0 mg/zi), noretindrond (0,5-2,0 mg/zi),
aminoglutemida (250-1250 mg/zi, de preferintd, 250 mg de patru ori pe zi), anastrazol (1-5 mg/zi, de preferintd, 1
mg pe zi), letrozol (2,5-10 mg/zi, de preferintd, 2,5 mg pe zi), formestan (250-1250 mg pe saptamand, de preferinta,
250 mg de doud ori pe sdptiméana), goserlin (3-15 mg/trei luni, de preferintd 3,6-7,2 mg o data in trei luni) si
leuprolid (3-15 mg/luna, de preferinta 3,75-7,5 mg o dati la fiecare lund).

Modul de administrare

F-1 se poate administra prin diferite modalititi, inclusiv oral, rectal, transdermal, subcutanat, intravenos,
intramuscular §i intranazal. Modul de administrare pentru fiecare agent cu continut de estrogen si progestind
corespunde oricdrei modalitdti cunoscute in domeniu. F-I, singur sau in asociere cu estrogen, progestind sau un
inhibitor al AChE, de obicei, se administreaza intr-o compozitie potrivita.

Comporzitiile farmaceutice, conform prezentei inventii, pentru uz uman sau la mamifere (de exemplu, la canine,
pisici, cai, porcine etc.) se pot administra oral, rectal, intranazal, parenteral, topic, transbucal sau sublingual, sau
nazal. Termenul “administrare parenterald” se referd la modurile de administrare, care includ: intravenos,
intraperitoneal, intrasternal sau intraarticular sau in infuzii.

Modul/durata administrarii
Pentru majoritatea procedeelor conform prezentei inventii F-I se administreaza permanent de la 1 1a 3 ori pe zi
sau atdt de frecvent, cit este necesar, pentru a-i asigura recipientului o cantitate eficienta. Terapia ciclicd poate fi
benefica, in special, in tratamentul endometriozei sau poate fi de o eficientd 1nalta in tratamentul acceselor acute de
dureri in cadrul afectiunii. In cazul restenozei tratamentul poate fi limitat doar la intervalele nu prea mari (1-6 luni)
dintre procedurile curative, cum ar fi angioplastia.
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(57) Revendiciri:

1. Hidrat cristalin de hidrocloruri de 6-hidroxi-3-(4-[2-(piperidin-1-il)etoxi [fenoxi)-2-(4-metoxifenil )benzo[ b
]tiofen (F-I), caracterizat prin urmitoarele reflexii ale radiaiilor X: 7,910,2; 10,710,2; 14,910,2; 15,910,2; 18,3+

0,2 si 20,610,2°1n 20, obtinute cu o sursi de iradiere de cupru.

2. Compozitie farmaceuticd care contine compusul cristalin, conform revendicérii 1, unul sau mai multi
purtdtori, diluanti sau excipienti farmaceutici si optional estrogen, optional progestind, optional un inhibitor al
aromatazei, optional un analog al hormonului care elibereaza hormonul luteinizant (LHRH) si, optional, un
inhibitor al acetilcolinesterazei.

3. Compozitie, conform revendicarii 2, caracterizatd prin aceea ci contine compusul cristalin, definit in
revendicarea 1, unul sau mai multi purtitori, diluanti sau excipienti farmaceutici si estrogen.

4. Compozitie, conform revendicarii 3, caracterizati prin aceea ci estrogenul reprezintd Premarin ®.

5. Compozitie, conform revendicarii 2, caracterizati prin aceea ¢ii contine compusul cristalin, definit in
revendicarea 1, unul sau mai multi purtitori, diluanti sau excipienti farmaceutici si progestind.

6. Comporzitie, conform revendicdrii 5, caracterizatd prin aceea cil progestina se selecteazi din grupa, ce
constd din noretilnodrel si noretindrona.

7. Compozitie, conform revendicarii 2, caracterizatd prin aceea c¢i contine compusul cristalin, definit in
revendicarea 1, unul sau mai multi purtitori, diluanti sau excipienti farmaceutici si un inhibitor.

8. Compozitie, conform revendicdrii 7, caracterizati prin aceea cd inhibitorul acetilcolinesterazei se
selecteaza din grupa, ce constd din salicilat de fizostigmina, hidroclorura de tacrin si hidroclorura de donepezil.

9. Compozitie, conform revendicérii 2, caracterizati prin aceea cii contine compusul cristalin, definit in
revendicarea 1, unul sau mai multi purtitori, diluanti sau excipienti farmaceutici estrogen si progestina.

10. Utilizarea compusului, definit in revendicdrea 1, pentru inhibarea stirilor patologice selectate din grupa ce
include fibroza uterind, endometrioza, proliferarea celulelor musculare netede aortale, restenoza, cancer mamar,
cancer uterin, cancer de prostatd, hiperplazia benignd a prostatei, osteoporoza, afectiuni cardiovasculare,
hiperlipidemie, tulburari ale SNC si boala Alzheimer.

11. Utilizare, conform revendicarii 10, pentru inhibarea cancerului mamar.

12. Utilizare, conform revendicarii 11, modul de inhibare este profilaxia.

13. Utilizare, conform revendicarii 10, pentru inhibarea cancerului ovarian.

14. Utilizare, conform revendicdrii 10, pentru inhibarea cancerului endometrial.

15. Utilizarea compusului, definit in revendicarea 1, pentru activarea colinacetiltransterazei la mamifere.

16. Procedeu de obtinere a compusului, definit in revendicarea 1, care include cristalizarea hidroclorurii de 6-

hidroxi-3-(4-[ 2-(piperidin-1-il)etoxi |fenoxi)-2-(4-metoxifenil)benzo[ b Jtiofen din tetrahidrofuran.

(56) Referinte bibliografice:

Sef-adjunct

Directie Inventii: JOVMIR Tudor
Examinator: EGOROVA Tamara
Redactor: CANTER Svetlana

Agentia de Stat pentru Protectia Proprietitii Industriale
str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisiniu, Republica Moldova
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